



























have  carried out  a  co‐culture  experiment by growing  the MA37  strain with  the Gram‐negative 
bacterium  Pseudomonas  sp.  in  a  co‐culture  chamber  that  allows  co‐fermentation  of  two 
microorganisms with no direct contact but allows exchange of nutrients, metabolites, and other 
chemical cues. This co‐culture approach led to the upregulation of several metabolites that were not 









the  fact  that a co‐culture approach paves  the way  for  increasing  the chemical diversity of strain 
MA37. Further characterization of other upregulated metabolites in this strain is currently ongoing 
in our laboratory. 
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of  the  commercially  available  drugs,  drug  leads,  and  other  bioactive  compounds  [1–3]. Whole‐
genome  sequence  analyses  combined  with  recent  advances  in  bioinformatics  indicate  that 







environment  but  rather  in  complex microbial  communities  interacting,  sharing,  and  exchanging 
metabolic  processes  and  signals  [16].  These  microbial  interactions  are  often  characterized  by 
competition for limited resources or space availability and antagonism, which trigger the activation 
of  silent  gene  clusters,  leading  to  the  production  of  bioactive  specialised metabolites  as defence 
mechanisms. Co‐culturing  represents  an  attempt  to  imitate  this  highly  interactive  setting  in  the 
laboratory, in which competition is deliberately provoked between two or more growing organisms 
in anticipation that cryptic BGCs are activated and transcribed under stressed co‐culture conditions 

















co‐culturing  of  two  organisms  while  keeping  them  physically  separated  by  a  semi‐permeable 
membrane but allowing exchange of nutrients and metabolic signals. Through this device (Figure 1), 
we  can mimic  the  complex  ecological  interactions  in  their microhabitats while minimizing  some 
variables present in cell–cell contact in the case of mixed fermentations.   
The  co‐culture  of  strain MA37  and  Pseudomonas  sp.  upregulated  the  production  of many 
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UK) was used to separate the two culturing vessels. This setup allows two species to grow in separate 
chambers  under  identical  culture  conditions  but  with  no  direct  contact.  The  semi‐permeable 











with  seed  cultures  of  Streptomyces  sp.  MA37  and  Pseudomonas  sp.,  respectively.  The  0.22  μm 
membrane  filter  allowed  each  strain  to  grow  independently  while  in  constant 
interaction/communication with another organism. The cultures were incubated for 7 days at 28 ℃ 












Crude  extracts of  co‐  and mono‐cultures  (15.0 mg/mL  in methanol) were  screened by high‐









The  co‐culture  crude  extract  was  fractionated  by  vacuum  liquid  chromatography  using  a 
mixture of hexane–ethyl acetate–methanol gradient  to yield 10  fractions  (CC1‐CC10). Most of  the 
compounds  that  were  not  in  the  monocultures  were  present  in  fraction  CC2;  hence,  further 











liquid  chromatography  mass  spectrometry  (LCMS),  1D  and  2D  nuclear  magnetic  resonance 








Figure  3.  Structure  of  BE‐13793C  1  with  1H‐1H  Correlation  Spectroscopy  (COSY)  (―)  and  key 
Heteronuclear Multiple Bond Correlations (HMBC) (→). 
Analysis of the 1H‐NMR spectrum in DMSO‐d6 revealed that the integral ratio of the peak at δH 
10.87 was half  compared  to  the other  signals  (Figure S2). The  1H‐NMR  spectrum  showed only 6 
signals, 4 of which had an integration of 2. Three of these signals were attributed to the 6 aromatic 













No.  1H  13C a α (ppm)  mult.  J (Hz)  α (ppm)  Type 
1  10.63 (OH)  s    143.3 b  C 
2  6.98  d  8.2  111.4  CH 
3  7.13  tr  8.2  121.3  CH 
4  8.41  d  7.8  115.5  CH 
4a  ‐  ‐  ‐  123.0  C 
4b  ‐  ‐  ‐  115.9  C 
4c  ‐  ‐  ‐  120.3  C 
5  ‐  ‐  ‐  171.7  C 
6  10.87 (NH)  s    ‐  ‐ 
7  ‐  ‐  ‐  171.7  C 
7a  ‐  ‐  ‐  120.3  C 
7b  ‐  ‐  ‐  115.9  C 
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7c  ‐  ‐  ‐  123.0  C 
8  8.41  d  8.2  115.5  CH 
9  7.13  tr  8.2  121.3  CH 
10  6.98  d  7.8  111.4  CH 
11  10.63(OH)  s  ‐  143.3 b  C 
11a  ‐  ‐  ‐  130.7  C 
12  11.57 (NH)  s  ‐  ‐  ‐ 
12a  ‐  ‐  ‐  129.7  C 
12b  ‐  ‐  ‐  129.7  C 
13  11.57 (NH)  s  ‐  ‐  ‐ 
13a  ‐  ‐  ‐  130.6  C 
a  Obtained  from  Heteronuclear  Single  Quantum  Correlation  (HSQC)  and  Heteronuclear  Multiple  Bond 
Correlation (HMBC) in CD3OD and DMSO‐d6, respectively; b estimated from DMSO‐d6 spectrum. 
The structure of 1 was confirmed to be the known compound BE‐13793C 1, the hydroxylated 










































































































action  of  additional  putative  enzymes,  including  BecP  (cytochrome  P450  oxygenase)  and  BecC 









NokL  homologues  that  encode  for  the  N‐glycosyltransferase  [38,42–44].  The  RebH  and  RebF 




Several  natural  and  synthetic  indolocarbazole  alkaloids  such  as  staurosporine  [39,50–53], 
arcyriaflavins  [34,54], ED‐110  [35], rebeccamycin  [32,55], and  related analogues have been widely 
studied  for  their antibacterial  [39,56], anti‐tubercular  [39,57], antifungal  [56], anticancer  [35,58,59], 
cytotoxic activities [60], as well as inhibition against human African trypanosomiasis (HAT) [52,61]. 
In fact, a number of these analogues, UCN‐01 [62], BMY‐27557 [63], XL119 [64], NSC 655,649 [39,40], 
have  already  entered  clinical  trials. Considering  this, we  examined  the  antimicrobial,  anticancer, 
cytotoxic activities, as well as activity against trypanosomes, of the isolated alkaloid, BE‐13793C 1.   
2.5. Antimicrobial/Antibiofilm Assays for BE‐13793C 1 
BE‐13793C 1 was  tested against a panel of Gram‐positive  (Enterococcus  faecalis, Staphylococcus 
aureus, methicillin‐resistant Staphylococcus  aureus, Streptococcus B., Staphylococcus haemolyticus) and 
Gram‐negative pathogens  (Escherichia  coli, Pseudomonas  aeruginosa)  (Table  3); however,  it did not 
show any significant activity at the highest concentration tested (140 μM).   









Enterococcus faecalis ATCC 29,212    >140  1.05 
Staphylococcus aureus ATCC 25,923    >140  0.25 
Methicillin‐resistant S. aureus, MRSA ATCC 33591  >140  2.00 
Streptococcus B. ATCC 12,386    >140  1.04 
Staphylococcus haemolyticus clinical isolate 8‐7A  >140  40.2 
Escherichia coli ATCC 25,922    >140  0.25 
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27,853  >140  1.04 
Biofilm Staphylococcus epidermidis ATCC 35,984    >140  17.8 
2.6. Antiproliferative/Cytotoxicity Activities for BE‐13793C 1  
BE‐13793C  1  showed  strong  antiproliferative  activity  against  human  HT‐29  colorectal 
adenocarcinoma (ATCC HTB‐38) cells (IC50 3.16 μM). The cytotoxicity of 1 was also investigated on 
normal  lung  (ATCC  CCL‐171)  cells  by  colorimetric  MTS  (3‐(4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl)‐5‐(3‐





















brucei  following  the protocols described by Raz  [68]  (1997) and Pimentel‐Elardo  [52]  (2010), with 
minor modifications. The antibiotic standard, staurosporine (Sigma), which primarily differs with 1 
in the presence of the sugar unit in the structure, showed potent inhibition against T. brucei brucei 














The  infrared  spectrum  was  obtained  on  a  PerkinElmer  Spectrum  version  10.4.00  Fourier 
transform  infrared  (FTIR)  spectrometer  (2013)  (Scotland, UK)  equipped with  an  attenuated  total 
reflection  (ATR)  diamond  cell. High‐resolution  electrospray  ionisation mass  spectrometry  (HR‐
















clamp and an O‐ring made of  silicone  to  ensure a  leak‐proof  sealing. A 0.22  μm polyvinylidene 
fluoride (PVDF) membrane filter (Durapore®, Ireland) was used to separate the two culturing vessels. 
Each  flask had a 30 mm opening  for  filling and sampling purposes, which was covered by  foam 

















conditions.  The  resin was  filtered, washed with H2O,  extracted with MeOH  (3  ×  500 mL),  and 
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min−1. All  of  the  employed  chemicals were HPLC‐grade.  The  separation  afforded  4.0 mg  of  an 
indolocarbazole alkaloid, BE‐13793C 1.   
BE‐13793C: yellow solid. UV (PDA) λmax: 245, 305, 330, 395nm; IR (neat) νmax (cm−1): 3427, 1740, 
1590,  1422,  1343,  1205,  857  nm;  1H,  13C‐NMR data,  see  Table  1; HR  ESIMS  (positive mode) m/z 
calculated [M + H]+ = 358.0822; observed [M + H]+ = 358.0826; ∆ = 1.0576 ppm. 
3.6. AntiBacterial Assay 
All  strains used  for  the  antibacterial  tests were  from  the American Type Culture Collection 
(ATCC):  Escherichia  coli  (25922),  Pseudomonas  aeruginosa  (27853),  Staphylococcus  aureus  (25923), 
Methicillin‐resistant  S.  aureus  (33591),  Enterococcus  faecalis  (29212),  Streptococcus  B  (12386),  and 


















Dulbecco’s  Modified  Eagle  Medium  (DMEM)  containing  10%  foetal  bovine  serum  (FBS)  and 





















A defined number of parasites, 1 × 105  trypanosomes mL−1  (5 μL), were seeded  in each well 









The  co‐culture  of  Streptomyces  sp. MA37  and  Pseudomonas  sp.  allowed  the  production  of  a 








the  chemical diversity derived  from  any given microbial  strain,  as  indicated  in  the  current very 
popular “one strain many compounds” (OSMAC) philosophy.   
Supplementary Materials: The Supplementary Materials are available online. 
Author Contributions:  F.M., Q.F.,  J.M.S.,  and R.E,  formal  analysis  and  investigation. H.D., K.K.,  and F.M., 
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